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NOUVEAU PROCEDE DE PREPARATION D ! a-GLYCOSYLCERAMEDES, 
NOUVEAUX DERIVES a-GLYCOSYLCERAMIDE ET LEURS 

APPLICATIONS 

L'invention se rapporte a de nouveaux composes 
5 a-glycosylceramide et en particulier a de nouveaux composes a-galactosylceraniide, 
a un nouveau procede de preparation de derives a-glycosylceramide, a des 
compositions pharmaceutiques et a des reactifs biologiques les comprenant, ainsi qu'a 
l'utilisation de ces derives comme regulateurs de l'activite des cellules NKT ("Natural 
Killer T cells"). 

10 II a ete demontre que les cellules NKT sont des effecteurs importants 

dans les mecanismes de contr61e des metastases des tumeurs hepatiques et 
pulmonaires chez la souris (Hashimoto, W. et al, J. Immunol, 154, 4333 (1995)) ; 
Anzai R. et al, Immunol, 88, 82 (1996)), Ces donnees suggerent que les cellules NKT 
sont susceptibles de jouer un role important dans Teradication des cancers. Outre cette 

15 activite, on pehse aussi qu'elles sont susceptibles de jouer un role dans Teradication 
des parasites, des protozoaires et des infections bacteriennes intracellulars telles que 
Listeria monocytogenes et Mycobacterium tuberculosis (Seki S. et al, Clin. Immunol, 
28,1069(1996)). 

On sait egalement que les cellules NKT sont etroitement associees 
20 au rejet dans les transplantations de moelle osseuse (Yankelevich, B. et al, J. 
Immunol, 142, 3423 (1989)) et au controle de la production des anticorps IgE par le 
controle de la differenciation des cellules T en Thl et Th2 (Yoshimoto, T. et al, 1 
Exp, Med., 179, 1285 (1994)). 

Les cellules NKT Vocl4+ constituent une sous categorie des cellules 
25 NKT. II a ete demontre qu'elles etaient etroitement associees a I'apparition de maladies 
auto-immunes chez la souris (Mieza, M.A. et al ; 1 Immunol, 156, 4035 (1996) ; 
Makino, Y. et al, Clin. Immunol, 28, 1487 (1996)). Chez 1'homme, il a 6te montre 
que les cellules Vcc24JaQa, homologues des cellules NKTVal4+ de la souris, sont 
impliquees dans differentes maladies auto-immunes telles que la sclerose en plaques, 
30 le lupus erythemateux (Sumida, T. et al, J. Exp. Med., 182, 1163 (1995) ou le diabete 
auto-immun (SHARIF S. et al, Nature Medecine, 2001, 7, 1057-1062). Ces donnees 
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confirment le role de pivot joue par . ces cellules dans Thomeostase du systeme 
immunitaire. 

Des composes extraits d'eponges (famille des agelasphines) ont ete 

isoles en 1993 par une equipe japonaise puis testes. Certains de ces derives ont ete 
5 selectionnes pour leurs activites antitumorales et immunoregulatrices (T. Natori, Y. 

Koezuka; T. Higa, Tetrahedron Lett., 1993, 34, 5591 ; EP-0 609 437). Des analogues 

ont ensuite ete synthetises et testes par ces auteurs (M. Morita, K. Motoki, K. 

Akimoto, T. Natori, T. Sakai, E. Sawa, K. Yamaji, Y. Koezuka, E. Kobayashi, H. 

Kukushima, J. Pled Chem., 1995, 38, 2176 ; H. Iljima, K. Kimura, T. Sakai, A. 
10 Ichimura, T. Shimizu, H. Ueno, T. Natori, Y. Koezuka, Bioorg. Med. Chem., 1998, 6, 

1905 ; US-5,849,716 ; US-5,780,441 ; EP-0 666 268 ; US-5,936,076 ; EP-0 694 558). 

Des proprietes anti-tumorales, immunostimulantes ont ete decrites pour ces composes. 

Certains ont ete testes pour leurs proprietes radio-protectrices, et pour le traitement 

des maladies dues a la destruction ou a Taffaiblissement des cellules de la moelle 
15 osseuse et pour le traitement de la thrombocytopenic (EP-650-0 650 732 ; 

US-6,017,892 ;US-6,071,884). 

Ces molecules de type a-galactosylceramide interagissent avec un 

complexe majeur d'histocompatibilite de type CDld permettant le recrutement et la 

proliferation de lymphocytes NKT (Z.H. Zeng, A.R. Castano, B.W. Segelke, E.A. 
20 Stura, PA. Peterson, LA. Wilson, Science, 1997, 277, 339). lis sont remarquables par 

leur qualite d'outils biologiques potentiels permettant de decrypter et controler les 

reponses immunitaires. 

Des derives de type a-galactosylceramide ont ete synthetises et 

decrits, notamment dans, EP-0 988 860, et il a ete demontre qu'ils stimulaient l'activite 
25 cytotoxique anti-cancereuse des cellules NKT, qu'ils prevenaient Tapparition de 

Tencephalomyelite auto-immune chez la souris et du diabete chez la souris Nod. 

Certains derives de type a-galactosylceramide ont un effet therapeutique sur les 

maladies virales, notamment le SIDA, l'hepatite B, les infections a cytomegalovirus 

(voir notamment la demande de brevet EP-A-0 957 161). 
30 Toutefois, les composes decrits dans l'art anterieur ont ete obtenus 

par des voies de synthese longues et difficiles. L'obtention de molecules optiquement 

actives comportant plusieurs carbones asymetriques et plusieurs fonctionnalites 
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reactives sur la meme molecule rend la synthese de ces composes compliquee et 
difiicilement rationalisable. 

Les auteurs de la presente invention se sont donnes pour objectif la 
conception et la mise au point d'une nouvelle voie de synthese de derives 

5 a-glycosylc6ramide, en particulier de derives a-galactosylceraniide, cette voie de 
synthese permettant, a partir d'un meme intermediaire, d'aboutir a des molecules aux 
fonctionnalites variees, notamment des molecules susceptibles de servir de marqueur 
dans des tests d'activite biologique. Cet intermediaire possede la structure de base* 
caracteristique des a-glycosylceramides, en particulier des a-galactosylceramides et il 

10 est en outre dote d'un residu amine sur lequel peuvent etre greffes des fragments 
fonctionnels varies. La voie de synthese proposee permet done de preparer, par un 
seul procede, un intermediaire a-glycosylceramide amine, en particulier a- 
galactosylceramide amine, et de le decliner ensuite en de multiples molecules a Tissue 
d'une ou de deux etapes de synthese supplementaire. Cette voie de synthese presente 

15 done l'avantage d'etre extremement rationnelle, et done plus facilement extrapolable a 
une grande echelle, economique. En outre, elle permet d ! acceder a des molecules 
nouvelles, susceptibles d'etre utilisees pour leurs proprietes immxmoregulatrices, anti- 
infectieuses, anti-tumorales, anti-diabetiques. Cette voie de synthese permet d'utiliser 
tout sucre dans la partie glycosidique de la molecule, tel que par exemple l'a- 

20 galactose, l'a-glucose, ra-mannose et leurs derives. De plus, cette voie de synthese 
permet de realiser des mono- ou des di-a-glycosylceramides, les sucres utilises pour 
un di-glycosylceramide etant identiques ou differents. 

La presente Invention a pour objet de nouveaux derives 
a-glycosylceramide repondant a la formule generale (S-I) : 

25 



30 



35 
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OR 

5 

(S-I) 

dans laquelle : 

- Su represente un residu glycoside qui peut, par exemple, etre choisi parmi le 
glucose, le mannose, le galactose et certains derives de glycoside ; 

10 - X represente un radical alcane di-yle en C1-C30, lineaire ou ramifie, ou Tin 
groupement aryle ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en C1-C20, lineaire ou 
15 ramifie, ou un groupement aryle ; 

- Z represente -CH2-CH2- ou -CH=CH- ; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un residu glycoside qui peut, par exemple, 
etre choisi parmi le glucose, le mannose, le galactose et leurs derives ; R peut etre 
identique ou different du radical Su ; 

20 - B represente un groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene, et alors x=y=0 ; 

B peut egalement representer une simple liaison, un radical alkyle, alcenyle ou 
alcynyle en CrC-30, lineaire, ramifie ou cyclique, eventuellement substitue par un 
ou plusieurs groupements -OH, -NH 2 , halogene, -COOH, -CONH 2 , par un 
groupement aryle eventuellement substitue ou un groupement heteroaryle, par un 

25 heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et un ou plusieurs hetero atomes 
choisis parmi O, N, S ; B peut etre un groupement aryle eventuellement substitue 
ou un groupement heteroaryle, un heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et 
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un ou plusieurs hetero atomes choisis panni 0, N, S ; B peut aussi representer une 
chaine peptidique ou pseudopeptidique comprenant par exemple de 2 a 20 acides 
amines, de preference de 2 a 10 acides amines ; 
- K represente un groupement pharmacophore, tel qu'un groupement fluorescent, un 
groupement photoactivable, un groupement radiomarque ou tout autre groupement 
permettant la detection et revaluation quantitative du produit repondant a la 
formule (I) dans un echantillon biologique sans degradation de l'echantillon 
biologique. 

Parmi les derives de glycoside represents par le symbole Su, on 
designe en particulier les glycosides, tels que par exemple le galactose, le glucose, le 
mannose, dont les fonctions hydroxyles sont protegees, notamment par des 
groupements protecteurs des sucres traditionnellement . employees tels que les residus 
acetyle, benzyle etc... On designe egalement les composes di-glycoside et 
polyglycoside, proteges ou non sur leurs fonctions hydroxyle. Preferentiellement, les 
glycoside et derives de glycoside employes dans la presente invention sont des 
molecules de configuration a. 

Dans une mise en ceuvre preferee, la presente Invention a pour objet 
de nouveaux derives a-galactosylceramide repondant a la formule generate (I) : 



O 




dans laquelle : 

- Yi, Y2, Y3 et Y 4 represented un atome d f hydrogene, un groupement benzyle ou un 
monosaccharide qui peut par exemple etre choisi parmi le glucose, le mannose, le 
galactose, le fiicose, la glucosamine et la galactosamine ; 
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• X represente un radical alcane di-yle en C1-C30, lineaire ou ramifie, ou un 
groupement aryle ; 

• x est un entier egal a 0 ou a 1 ; . 
y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

■ A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en Ci-C2o, lineaire ou 

ramifie, ou un groupement aryle ; 
. Z represente -CH2-CH2- ou -CH=CH- ; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un radical oc-galactosyle repondant a la 
formule (II) ci-dessous : 



OY 4 




. (H) 

dans laquelle Yi, Y 2 , Y 3 , Y 4 ont les memes definitions que celles indiquees ci- 
dessus dans la formule (I) ; 

B represente un groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene, et alors x=y=0 ; 
B peut egalement representer une simple liaison, un radical alkyle, alcenyle ou 
alcynyle en C1-C30, lineaire, ramifie ou cyclique, eventuellement substitue par un 
ou plusieurs groupements -OH, -NH 2 , halogene, -COOH, -CONH 2 , par un 
groupement aryle eventuellement substitue ou un groupement heteroaryle, par un 
heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et un ou plusieurs hetero atomes 
choisis parmi O, N, S ; B peut etre un groupement aryle eventuellement substitue 
ou un groupement heteroaryle, un heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et 
un ou plusieurs hetero atomes choisis parmi 0, N, S ; B peut aussi representer une 
chaine peptidique ou pseudopeptidique comprenant, par exemple, de 2 a 20 acides 
amines, de preferencie de 2 a 10 acides amines ; 

K represente un groupement pharmacophore, tel qu'un groupement fluorescent, un 
groupement photoactivable, un groupement radiomarque ou tout autre groupement 
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permettant la detection et revaluation quantitative du produit repondant a la 
formule (I) dans un echantillon biologique sans degradation de l'Schantillon 
biologique. 

Parmi les groupements pharmacophores utilisables au sens de la 
5 presente invention, on peut notamment citer : le compose fluorescent connu sous le 
nom commercial de BODIPY® (Boron Dipyrromethene difluoride ou dipyrromethene 
difluorure de bore, vendu par la societe Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), le 
nitrobenzoxadiazole (NBD, les groupements a fonction azirine, les groupements 
heterocycliques iodes, les groupements radioactifs ainsi que les groupements dansyle. 
10 Par halogene, on entend au sens de la presente invention un atome 

choisi de preference parmi le fluor, le chlore, le brome, l'iode. 

Par aryle, on entend au sens de la presente invention un derive 
hydrogenocarbone cyclique insature, tel qu'un radical phenyle par exemple, ce derive 
etant eventuellement substitue par un ou plusieurs radicaux alkyle, alcenyle, alcynyle 
15 en C r C 6 , halogenoalkyle en C r C 6 , halogene, -OH, -NH 2 , -COOH ou -CONH 2 . 

; Parmi les groupements heteroaryles utilisables au sens de la presente 
invention, on peut citer par exemple les groupements pyridine, pyrrolidine, imidazole, 
indole, thiazole, thiophene, oxazole, carboline et quinoline. 

. Parmi les heterocycles comprenant de 5 a 10 chainons et un ou 
20 plusieurs hetero atomes choisis parmi O, N, S, utilisables dans la presente invention, 
on peut citer par exemple les groupements piperazine, morpholine, oxazolidine, 
thiazolidine et quinolizidine. 

Selon une premiere variante de l'invention, la molecule repondant a 
la formule (S-I) ou a la formule (I) se caracterise en ce que : x=y=0 et B=H. 
25 La molecule ainsi obtenue, et dans laquelle les autres parametres ont 

la meme definition que ci-dessus peut etre representee par la formule (S-Ia) ou 
respectivement par la formule (la) ci-dessous : 
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OR 

5 

(la) 

Conformement a l'invention, les molecules repondant a la fonnule 
(S-I) ou plus particulierement (I) dans laquelle x=l ou y=l, et B*H sont obtenues par 
10 un procede caracterise en ce que Ton fait reagir le compose (S-Ia), respectivement (la), 
avec un compose repondant a la formule (lb) ci-dessous : 

O 

T h^U-B-fKly 



15 



(lb) 

suivant le schema S-E, respectivement E, ci-dessous : 
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NH 2 



NH 



Su O 



(S-la) 




2 _ A +T-+J4^fKy 



OR 



(lb) 



°V JC-NH- t 11 ] B-+K 



Su O. 




(S-l) 



NH 




CH 4 



Z A 



OR 



Schema S-E 



Schema E 




C— NH, 



z _ A +T-+^MKl y 



(lb) 




(I) 



Dans la formule (lb), x, y, B et K ont la meme definition que ci- 
10 dessus et T est choisi pour realiser l'alkylation (x=0) ou Tacylation (x=l) de la 
fonction amine libre de (S-Ia), respectivement (la). 

De telles reactions sont bien connues de l'homme du metier. Dans le 
cas ou x=l, on peut notamment se reporter a J. March, Advanced Organic Chemistry, 
Third Edition, 1985, 370-377. L'acylation de la fonction amine de (la) peut de fa9on 
15 connue etre faite par reaction avec un acide active sous forme de chlorure d r acide, 
d'amide, d'ester active ou d'anhydride. Des exemples de realisation seront donnes 
ulterieurement dans la description. Dans le cas ou x=0, on peut se reporter a J. March, 
pre-cite, pages 798-800 (alkylation reductrice d'amines). 
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De preference, dans la formule (S-I), respectivement (I), et dans les 
formules (S-Ia) et (la) ci-dessus l'uneou plusieurs des conditions ci-dessous sont 
remplies.: 

- Yi, Y2, Y 3 et Y 4 represented l'atome d'hydrogene 

- X represente un radical alcane di-yle en C6-C15, lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- y est un entier egal aOoual ; 

- A represente : un groupement alkyle en C^Cis, lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- Z represente -CH 2 -CH 2 - ou -CH=CH- ; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un radical a-galactosyle : 



HO 



H > 



H 



-OH 



H 

OH H 



OH 



- B represente un groupement choisi parmi : l'atome d'hydrogene, et alors x=y=0, ou 
15 B represente un groupement alkyle ou alcenyle en C1-C12, lineaire ou ramifie, 

- K represente un groupement pharmacophore, tel qu f un groupemeht fluorescent, un 
groupement photoactivable, un groupement radiomarque choisi parmi: le 
BODIPY®, le NBD, les groupements a fonction azirine, les groupements 
heterocycliques iodes, les groupements radioactifs ainsi que les groupements 

20 dansyle. 

De maniere particulierement preferee dans la formule (S-I), 
respectivement (I), ou la formule (S-Ia), respectivement (la) Tune ou plusieurs des 
conditions ci-dessous sont remplies : 

- Yi, Y 2 , Y 3 et Y 4 represented 1'atome d'hydrogene 

25 - X represente \m radical alcane di-yle en C 6 -Cis, lineaire ou ramifie ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 
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- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente : un groupement alkyle en C4-C15, lineaire ou ramifie ; 

- Z represente -CH2-CH2- ou -CH=CH-; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un radical a-galactosyle : 



OH 




5 

- B represente un groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene et alors x=y=0, 
ou B represente un groupement alkyle en C1-C12, lineaire ou ramifie ; 

- lorsque B * H, K represente un groupement BODIP Y® . 

Encore plus preferentiellement, au sens de la presente invention, les 
10 produits de fonnule (S-I), respectivement (I), ou (S-Ia) ou (la), se caracterisent en ce 
que Time ou plusieurs des conditions ci-dessous sont remplies : 

- Yi, Y2, Y3 et Y 4 represented l'atome d'hydrogene, 

- X represente un radical alcane diyle lineaire en C6-C15 ; 

- xestegalal; 

15 - y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente un groupement alkyle lineaire en C10-C15 ; 

- Z represente -CH2-CH2- ; 

- R represente un atome d'hydrogene ; 

- B represente un groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene, et alors x=y=0, 
20 un groupement alkyle lineaire en Ci-Ce ; 

- lorsque B ± H, K represente un groupement BODIPY®. 

Dans le cas ou K represente un groupement BODIPY®, celui-ci est 
couple a (S-Ia) ou a (la) en faisant reagir un ester active de BODIPY® avec (S-Ia) ou 
(la), notamment Tester de N-hydroxysuccinimide. 
25 L'invention a egalement pour objet un procede de preparation des 

molecules repondant a la fonnule (S-I), respectivement (I). 
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Le procede selon I'inveiition se decompose en plusieurs etapes 
distinctes, Tune de ces etapes consistant a preparer un produit selon la formule (la), ce 
procede comportant au moins une etape (etape de couplage dans le schema S-D ou D) 
au cours de laquelle on fait reagir un glycoside (S-IH), respectivement un a- 
5 galactoside (EI), avec un^ ceramide (IV) puis une etape de deprotection des 
groupements fonctionnels : 



Su-F 




OH OR 

(s-iii) (iv) (S-v) 

deprotection 

X NH 2 



NH 



Su 




OR 

(S-la) 



10 



Schema S-D 
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Schema D 
Dans la formule (III) : 

- y*u Y f 2 , Y ? 3 et Y' 4 represented un groupement protecteur des 
hydroxyle ou un monosaccharide protege par des groupements protecteurs appropries 
de fa9on a ce que les hydroxyle du galactoside (EI) n'interviennent pas dans la 
reaction de couplage avec le ceramide (IV). De fa9on connue, Y*i, Y 2 , Y' 3 , Y' 4 
peuvent etre choisis parmi les groupements benzyle, acetyle ou les monosaccharides 
benzyles, acetyles ....La meme strategic peut etre envisagee pour le residu glycosyle 
designe Su dans la formule (S-III). 

Dans la formule (TV) : 

- Y's represente un groupement protecteur des amines de fa9on a ce 
que Famine du ceramide (IV) n'intervienne pas dans la reaction de couplage avec le 
glycoside (S-III), respectivement le galactoside (IE). De fa9on connue, Y f 5 peut etre 
choisi parmi les groupements benzyloxycarbonyle, terbutyloxycarbonyle ; 

- Z represente le groupement -CH=CH- ou -CH 2 -CH 2 - ; 
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- X et A ont la meme definition que dans la formule (S-I), 
respectivement (I). Lorsque X ou A comportent un groupe fonctionnel susceptible de 
reagir au cours de la reaction de couplage du galactoside avec le ceramide, celui-ci est 
protege par un groupe protecteur approprie. 

5 De preference les groupes protecteurs du galactoside, Yu Y' 2 , YV 

Y r 4, et du ceramide, Y* 5 , sont choisis de fa9on a pouvoir etre otes simultanement en 
une seule etape. Lorsque la molecule (IV) ne comporte pas d'insaturations, on choisit 
de preference des groupes protecteurs susceptibles d'etre otes par hydrogenation en 
presence d'un catalyseur approprie, comme les groupements benzyle et 

10 benzyloxycarbonyle. Lorsque la molecule (IV) comporte une ou plusieurs 
insaturations que Ton desire conserver dans le compose final (S-I) ou (I), on choisit 
des groupes protecteurs qui peuvent etre otes sans porter atteinte a l'integrite de la 
molecule, tels que par exemple : le groupement acetyle. 

Dans les formules (S-V) et (V) : 

15 - Z represente le groupement ~CH=CH- pu -CH2=CH2- ; 

- X, R et A ont la meme definition que dans les formules (S-I) et (I) 

ci-dessus ; 

- Y'i, Y' 2 , Y' 3 , Y ! 4, represented, comme dans la formule (III), un 
groupement protecteur des hydroxyles ou un monosaccharide protege par des 

20 groupements protecteurs appropries ; 

- Y$ represente, comme dans la formule (IV) ci-dessus un 

groupement protecteur des amines. 

Lorsque R=H, on realise le couplage du galactoside (III) (ou du 

glycoside (S-HI)) et du ceramide (IV) avec un melange en quantites.equimolaires du 
25 galactoside (III) (ou du glycoside (S-HI)) et du ceramide (IV). Lorsque R represente 

un radical a-galactosyle, la reaction est faite en introduisant une quantite molaire au 

moins double de galactoside (III) par rapport au ceramide (IV). 

De fa<?on avantageuse, le couplage du glycoside (S-III) ou du 

galactoside (EI) avec le ceramide (IV) est fait dans des conditions decrites par 
30 Mukayama et aL % Chem. Lett., 1981, 431-432, en presence de AgC10 4 et SnCl 2 . De 

fa9on preferentielle, la reaction se fait dans un melange de tetrahydrofurane (THF) et 
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d'ether diethylique. On constate par analyse RMN que la configuration du cycle 
glycosidique est confoime a ce qui etait attendu. 

Dans les formules (S-Ia) et (la) : 

les groupements Su, Y h Y 2 , Y 3f Y 4 , X, R, Z et A ont la meme 
definition que dans les formules (S-I), respectivement (I). 

Les composes repondant a la formule (HI) sont connus dans Tart 
anterieur, leur mode de preparation a ete decrit, notamment par K. L. Nicolaou, R. E. 
Dolle, P. P. Papahatjis, (J. Am. Chem. Soc, 1984, 106, 4189 et references citees), 

Dans le cas ou Y\, Y' 2 , Y' 3 et Y 4 represented un groupement 
benzyle, le schema de synthese est le suivant (schema C) : 



OAc 



L .0. nX \OAc PhSH 

SnCl 4 /CH 2 Cl 2 



ACO^Y' 



21 



'"/OAC C ^ reflUX,2h ACQ" 



OAc 
19 

NaH, BnBr, KI 

- - ^ , 

DMF, 2h30, 20°C BnO^^f '^ 

OBn 

22 rdt44%,2etapes 



OBn 



MeONa/MeOH 
Amberlite IR 20 



OAc lh, 20°C 

OAc 
20 rdt 72% 



OBn 



DAST/NBS 



CH 2 C1 2 , 30min 
7/ OBn ,i 5 o C BnO^ 




SPh 



"*/OH 




Schema C 

15 Dans ce schema, les abreviations DAST et NBS signifient 

• respectivement : DiethylAminoSulfurTrifluoride et N-BromoSuccinimide 
(Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis, Ed : Paquette, 1995, JohnWiley & 
sons, Ltd, p.1787 et 768). Dans le cas ou Ton souhaite obtenir le compose cc- 
galactoside 6-fluore peracetyle, on procede de la meme fa9on que ci-dessus en 
20 supprimant les etapes de desacetylation et de benzylation. 

Dans le cas des produits de formule (S-I), l'homme du metier saura 
adapter la preparation du derive fluore au cycle glycosidique concerne. 



10 
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Dans les cas ou Tun ou plusieurs des substituants Y'i, Yz, Y'3 et Y 4 
represented un groupement monosaccharide benzyle ou acetyle, on precede de la 
meme facon. 

Les produits repondant a la formule (IV) ont ete prepares par un 
procede caracterise en ce que l'on fait reagir un d6rive active (VI) avec un analogue ou 
un derive de la D-erythro-sphingosine (VII) ou avec la D-erythro-sphingosine elle- 
meme suivant le schema B ci-dessous : 



X — NHY 5 




NH 



NH 2 

0 . : 
W J X NHY 5 + HO. / Z ~ A *- H0 - " V ' 2 "~ A 



(VI) 





OH 

(VII) (IV) 



OH 



Schema B 

Dans la molecule (VI), le groupement X a la meme signification que 
dans la formule (I). Y' 5 a la meme signification que dans la formule (TV) et represente 
un groupement protecteur des amines de facon a ce que l'amine de (VI) ne reagisse 

15 pas dans la reaction avec le compose (VII) et que Tamine du ceramide (IV) 
n'intervienne pas dans la reaction de couplage avec le galactoside (in). Y 5 peut etre 

choisie parmi les groupements benzyloxycarbonyle, terbutyloxycarbonyle 

Le derive active (VI) peut etre un chlorure d'acide, un ester ou un 
amide. Preferentiellement, c'est un ester active, tel que par exemple un ester de para- 

20 nitrophenyl. W represente tout groupe activateur tel que decrit par exemple dans 
Protective Groups in Organic Synthesis, T.W. Green, P.G.M., Wuts, 3 ime Ed., 1999, 
JohnWiley & sons, Ltd. De preference, W est choisi parmi les groupements 
nitrophenyle et les esters actives de succiriimidyle. Des composes repondant a la 
formule (VI) peuvent etre aisement prepares par des methodes bien connues de 

25 rhomme du metier, ce sont des composes comprenant une fonction amine proteg6e et 
une fonction acide activee, ainsi qu'eventuellement une ou plusieurs autres fonctions 
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qui ne doivent pas intervenir dans la reaction de couplage avec (VII). Pour la 
preparation de telles molecules, on po'urra se referer aux ouvrages concernant la 
chimie des acides amines, notamment aux chapitres concernant la protection, la 
deprotection et l'activation des groupes fonctionnels. La preparation de composes 
5 repondant a la formule (VI) est illustree plus loin dans la description. 

Dans la molecule (VII), A a la meme definition que dans la formule 
(I), Z represents le groupement -CH=CH- 

Le compose repondant a la formule (TV) ci-dessous, dans laquelle Z 
et A.ont la meme definition que dans la formule (I) et Y' 5 represente un groupement 
10 choisi parmi l'atome d'hydrogene et les groupements protecteurs des amines, constitue 
un autre objet de Tinvention : 

°<v^X NHY 5 . 

NH 



HO 



OH 

(IV) 

Selon l'invention : 

- A represente : un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en C1-C30, lineaire ou 
15 ramifie, ou un groupement aryle ; 

- X represente un radical alcane di-yle, en C1-C30, lineaire ou ramifie, ou un 
groupement aryle ; 

. Z represente -CH 2 -CH 2 - ou -CH=CH- ; 

- Y' 5 est choisi parmi : Tatome d'hydrogene, un groupement benzyloxycarbonyle, un 
20 groupement ter butyloxycarbonyle. 

De preference : 

- A represente : un groupement alkyle en. C4-C15, lineaire ou ramifie, ou un 
groupement aryle ; 

- X represente un radical alcane di-yle en C6-C15, lineaire ou ramifie ; 
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Z represente -CH2-CH2- ou -CH=CH- ; 

Y' 5 est choisi parmi : l'atonie d'hydrog&ne, un groupement benzyloxycarbonyle. 

Encore plus preferentiellement : 
A represente : un groupement alkyle en C4-C15, lineaire ou ramifie ; 

- X represente un radical alcane di-yle en C 6 -Ci 5 , lineaire ou ramifie ; . 

- Z represente -CH 2 -CH 2 - ou -CH=CH- ; 

- T 5 est choisi parmi : l'atome d'hydrogene, un groupement benzyloxycarbonyle. 

Avantageusement : 

- A represente : un groupement alkyle lineaire en C10-C15 ; 

- X represente un radical alcane di-yle lineaire en C 6 -Ci 5 ; 

- Z represente -CH=CH- ; # 

- Y's represente un groupement benzyloxycarbonyle. 

Le compose (Vila) (compose (VII) avec Z = -CH=CH-) est obtenu 
par une voie de synthese qui est decrite dans le schema A ci-dessous : 



COOR" 




NH 2 



NH 2 




R"OOC 



(Vila) 




Schema A 

Dans ce schema A, R' represente un radical ethyle et R" represente 

un radical ethyle ou isopropyle. 

L'iminoester (Vni) derivant de la (+)-hydroxypinanone est condense 
avec l'aldehyde (IX) via une reaction d'aldolisation pour donner le compose (X). En 
fonction du reactif employe pour la reaction d'aldolisation (Solladie-Cavallo et al, J. 
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15 



20 



Org. Chem., 1994, 59, 3240-3242), on peut obtenir un melange d'esters, ce qui est 
sans importance pour la suite puisque la fonction acide est deprotegee deux etapes 
plus loin. 

De fa9on preferentielle, on a utilise le reactif ClTi(OiPr)3 associe a 
de la triethylamine, systeme qui donne de meilleurs rendements que le ClTi(OEt)3 et 
donne le melange d'esters ethylique et propylique (X) dans un ratio 7/3. 

L'imine (X) est ensuite hydrolysee en amine (XI) et la fonction ester 
de (XI) est reduite en alcool (VII). La reaction d'hydrolyse est faite de fa9on connue 
en milieu acide, de preference en milieu acide dilue. 

La reaction de reduction de Tester (XI) en alcool (VII) se fait en 
presence d'un hydrure mixte, de preference de lithium et de bore. 

Le compose repondant a la formule (VIII) est prepare suivant un 
procede resume dans le schema de synthese F ci-dessous et dans lequel R 1 a la meme 
signification que celle indiquee ci-dessus dans le schema A : 

H 3 Q 

H. 

NH 2 CH 2 C02R f 
* CH 3 BF 3 Et 2 0 




H 

14 




COOR' 



(VNl) 



Schema F 

La (+)-hydroxypinanone est un produit commercial, de meme que 
ramino-2 acetate d'ethyle. La reaction est effectuee en presence de BFaEtaO dans un 
solvant aromatique, tel que le benzene ou le toluene par exemple, de preference au 
reflux du solvant. 

Le compose de formule (IX) peut etre aisement prepare par des 
moyens bien connus de Thomme du metier, notamment en suivant le schema de 
synthese G decrit ci-dessous : 



25 




5 

Schema G 

Le compose (XII) est traite par du txiethylphosphonoacetate d'ethyle 
en presence d'un hydrure mixte, de preference un hydrure de lithium et de bore, dans 
un solvant anhydre, pour donner Tester (XIII). La conversion en olefine de 

10 configuration trans est quasi totale. 

Le compose (XIII) est ensuite soumis a un double traitement : a) une 
reduction en alcool par traitement au DEBAH (di-isobutyl aluminium hydride), puis b) 
oxydation en aldehyde par le clilorochromate de pyridinium. 

L'invention a egalement pour objet des compositions 

15 pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un compose 
repondant a la formule (S-I) ou (I) decrite ci-dessus. Une molecule de fonnule (S-I) ou 
(I) selon rinvention, qui est dotee d ! une activite de regulation de Tactivite des 
lymphocytes NKT (orientation TH1 ou TH2, cytotoxicity liberation de cytokines), 
peut etre utilisee pour la preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 

20 prevention d'une maladie qui peut etre choisie parmi les maladies auto-immunes, le 
cancer et en particulier les metastases de melanomes localisees dans les poumons ou 
le foie, les maladies infectieuses, notamment les infections par des parasites, des 
- prqtozoaires, des virus et les infections bacteriennes intracellulaires, le diabete, 
notamment le diabete de type 1, les maladies inflammatoires chroniques et aigues. 

25 Panni les maladies auto-immunes on peut citer en particulier Tuveite, rarthrite, 
Tatherosclerose, le lupus erythemateux, la thyroi'dite d ! Hashimoto, la sclerose en 
plaques et le diabete auto-immun. Ces composes peuvent en outre etre utilises comme 
agent radioprotecteur, pour prevenir ou traiter les effets pathologiques d'irradiations, . 
telles que les irradiations par les rayons a, p, y les irradiations ultraviolettes ou les 
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irradiations par rayons X, les irradiations par des protons, des neutrons ou des 
faisceaux d'electrons qui sont couramment utilises dans le traitement des cancers. Ces 
composes peuvent etre egalement utilises pour prevenir ou traiter les degradations de 
la moelle osseuse, comme accelerateur de la proliferation des cellules medullaires. 
5 Parmi les maladies infectieuses susceptibles d'etre traitees par le produit selon 
1'invention, on peut citer . notamraent le SID A, l'hepatite B et les infections a 
cytomegalovirus. 

Les compositions pharmaceutiques selon rinvention peuvent 
egalement comprendre d'autres agents actifs therapeutiques. . 

.10 Les composes selon rinvention sont generalement formules sous 

forme d'une composition sterile, pharmaceutiquement acceptable. Cette composition 
pharmaceutique peut etre sous riimporte quelle forme, pourvu qu'elle soit appropriee 
au mode d 1 administration choisi. Une telle composition peut par exemple etre 
administree par voie parenteral, par exemple par voie intraveineuse, intramusculaire 

15 ou sous-cutanee ; elle peut etre donnee oralement ou par voie nasale au moyen d'un 
spray, sous forme de gouttes ou de suppositoires etc.... Elle peut etre formulee sous 
forme de solutions dans l'eau ou dans l'huile ou sous forme d'emulsions. Parmi les 
excipients utilisables, on peut citer : Feau, l'alcool, les polyols, la glycerine, les huiles 
vegetates, les agents conservateurs, les agents stabilisants, les agents solubilisants, les 

20 agents mouillants, les emulsionnants, les colorants, les sels, les tampons, les agents 
antioxydants. 

Le dosage du compose (S-I) ou (I) selon rinvention varie en 
fonction de differents facteurs tels que la maladie a traiter, la voie d'administration, 
l'age etlepoids de l'individu a traiter. 
25 L'invention a en outre pour objet un reactif pour revaluation in vitro 

de l'activite des lymphocytes NKT, caracterise en ce qu f il renferme au moins un 
compose de formule (S-I) ou (I) telle que decrite precedemment. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un tel reactif pour 
la realisation, in vitro, d f un test d'evaluation de l'activite des lymphocytes NKT, ainsi 
30 que le kit mis en oeuvre au cours de cette utilisation et comportant au moins un 
compose de formule (S-I) ou (I) telle que definie precedemment. 

Ledit test d'evaluation comprend generalement les etapes suivantes : 
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- la preparation de suspensions cellulaires hepatiques ou spleniques a 
partir d'un manxmifere, tel que par exemple des souris, 

- Introduction d'un. compose de formule (S-I) ou (I) telles que 
decrites precedemment dans cet echantillon de cellules, 

5 - revaluation de l'activite des composes de formule (S-I) ou (I) par 

mesure de l'apoptose des lymphocytes NKT hepatiques ou spleniques. 

L'invention a en outre pour objet l'utilisation d'un produit de formule 
(S-I) ou (I) pour effectuer le tri de produits actifs dans la modulation de l'activite 
lymphocytaire. 

10 D'autres avantages et caracteristiques de rinvention apparaitront a la 

lecture du complement de description qui suit et qui se refere a des exemples de 
preparation de quinoleines substitutes entrant dans le cadre de rinvention et de 
demonstration de leur activite. biologique, ainsi qu'aux figures annexees dans 
lesquelles : 

15 - la Figure 1 represente la structure du produit KRN 7000 1, 

- la Figure 2 represente le nombre de cellules NKT mesure apres 
injection de 1 , 5 ou 1 0 |ig d'a-galactosylceramide fluorescente 4 ou de NKR 7000 1, 

- la Figure 3 represente la distribution cellulaire et sub-celluiaire du 
compose a-galactosylceramide fluorescent 4 dans les macrophages du peritoine chez 

v. 

20 la souris, 

- la Figure 4 represente la cytometric d'image de cellules de rate et 
de foie adherentes fluorescentes apres injection intraveineuse du compose a- 
galactosylceramide fluorescent 4 chez la souris, 

- la Figure 5 represente la localisation histologique de Cellules 
25 * fluorescentes sur des sections de foie de souris apres injection intraveineuse du 

compose a-galactosylceramide fluorescent 4 ou du compose KRN 7000 1 chez la 
souris. 

II va de soi, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a 
titre d' illustrations de rinvention et n'en constituent nullement une limitation. 
30 EXEMPLES 

Les preparations detaillees ci-dessous reposent sur le principe du 
mode de synthese convergent (Schema 1). Par comparaison avec les travaux anterieurs 
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de T. Sakai et a/., (Org. Lett. 1999, 1, 359) Poriginalite du procede decrit ci-dessous 
tient a l'approche synthetique convergente, aux formes de protection, d'activation et 
d f introduction du bras espaceur, aux variations apportees au mode de synthese de la 
D-e/^/iro-sphingosine 6 et aux optimisations avec modifications des protocoles 
5 experimental^ dans Pensemble du schema synthetique. 




a-D-galactose 8 D-eryi/iro-sphingosine 6 




OH 4 OH 



Schema 1 

10 

Dans le schema 1 sont decrites les quatre grandes etapes A-D du 
procede selon l'invention de preparation d'un compose particulier repondant a la 
formule (la). Le compose cle de ce projet, le glycolipide 3 peut ainsi etre utilise pour 
realiser une extension moleculaire via la fonctionnalisation de 1* amine primaire. La 



WO 03/093287 PCT/FR03/01362 

24 

transformation E est un exemple de derivatisation destine a fournir de nouvelles 
sondes biologiquement actives. 

I - PREPARATION DE L'a-GALACTOSIDE CERAMIDE 3 
ET DU GLYCOLIPIDE FLUORESCENT 4 : 
5 1- Synthese du glycolipide 4 

La methode de synthese employee reprend certains modes de 
preparation deja connus ((a) A. Solladie-Cavallo, J. L. Koessler, J. Org. Chem., 1994, 
59, 3240; b) T. Sakai, 0. V. Naidenko, H. Iijima, M. Kronenberg, Y. Koezuka, J. 
Med Chem,, 1999, 42, 1836). lis orit ete modifies par souci de simplification ou 
10 d' amelioration du rendement. 

1.1- Sequence A : Preparation de la D-erythro-sphingosine 6 
Elle s'effectue via une reaction d'aldolisation de riminoester 5 
derivant de la (+)-hydroxypinanone 13, avec le 2-(£)-hexadecenal 12 conformement a 
renseignement de A. Solladie-Cavallo, J. L. Koessler, (J. Org. Chem., 1994, 59, 3240) 
15 (Schemas 2 et 3). L'aldehyde insature 12 est obtenu en 3 etapes a partir du 
tetradecanal 10 (Schema 2). La formation de l'ester 11 est ici realisee a temperature, 
ambiante mais pourrait etre realisee a une temperature plus basse (on peut prevoir de 
faire cette reaction entre 0°C et 30°C, preferentiellement entre 10°C et 25°C). L'ajout 
du tetradecanal sur l'ylure derive du triethylphosphouoacetate assure alors une 
20 conversion quasi instantanee et pratiquement totale en olefine trans, Au cours de 
l'oxydation de l'alcool correspondant par le chlorochromate de pyridinium, F addition 
de celite au milieu reactionnel permet d'ameliorer significativement le rendement en 
facilitant le traitement Le rendement global sur les 3 etapes est ainsi de 35%. 



NaH l)DIBAH/toluene 

C 13 H 27 CHO ( EtO^OCHaCQaR ^^^^ TOTJMO^ ^^^^ 

THF,20°C,lh 2 2)PCC,CH 2 Cl 2 

10 11 rdt 73% 3h, 0°C 12 2 etapes, rdt 48% 

\^ ^.N X0 2 Et 

NH.CH.CO.Et ^ f\^f V/ 

_ BF 3 Et 2 0,C 6 H 6 *ZJlJ^ 

% H reflux, 4h % H 

25 13 5 rdt 83% 




Schema 2 
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En ce qui conceme l'aldoiisation de 1'iminoester 5, la modification du protocole 
consiste a remplacer le chlorotriethoxyde de titane par son equivalent k opropoxy, plus 
facile a preparer et a utiliser (Schema 3). 



14 a,b 



C0 2 R 




C0 2 Et 



HC1 1M, THF 

5 jours, 20°C 
rdt 72% 



TiCl(OtfoPr) 3 
12,NEt 3 




C13H27 



CH 2 Cl 2 ,4h,0°C ''OH 

14a,bR= woPr,Et 14a/14b 73/27 rdt 56% 



R0 2 C 




_NH 2 



.C 13 H 27 LiBH 4 /THP/MeOH 



OH 

15a/15b 73/27 



24h, 20°C 
rdt 84% 




C 13 H 27 



OH OH 

6 D-ejy//iro-sphingosine 



Schema 3 



On obtient alors un melange d'esters 14a,b, Pester zsopropylique 
10 14a etant nettement majoritaire. La stereochimie des 2 centres asymetriques crees est 
respectee et le melange peut etre traite de la meme fa?on que Tester ethylique 14b 
dans la suite du schema reactionnel. 

Une autre amelioration majeure, par rapport aux procedes de Tart 
anterieur, consiste a reduire le melange d'aminoesters 15a,b resultant de Phydrolyse 
15 des imines 14a,b par le borohydrure de Uthium en suspension dans le THF (2M). 
Comparativement a l'emploi du borohydrure de sodium, 1' addition lente de l'hydrure 
est parfaitement controlee ce qui assure Thomogeneite du milieu reactionnel et la 
bonne reproductible des resultats. 

Selon ce procede, la D-eryr/zro-sphingosine 6 est obtenue avec un 
20 rendement global de 28% par rapport a la (+)-2-hydroxy-3-pinanone commerciale 13 
(Schema 1). 

1.2- Sequence B : Preparation du ceramide 7 a fonction 

carbamate 

Le compose 7 est obtenu via la condensation de .la sphingosine 6 
25 avec un ester active 18 (Schema 4). 
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HO^^Oio 



16 
0 



ClCQ 2 Bn, CH 2 Cl2 
reflux, 24h 



p-nitroph6nol 



JL .NHC0 2 Bn 
HO^ ^() 10 



17 rdt 15% 



ANHC0 2 Bn DCC, DMAP cat. (v> N 

nu ()io 

W1 ° CH 2 C1 2 , 24h, 20°C 

17 



NH 2 




C13H27 



OH OH 

6 D-eryf/wa-sphingosine 



Ester active* 18 

DMAP 
— 

THF, 48h, 20°C 



Schema 4 




JL .NHC0 2 Bn 
18 rdt 47% 



0^ ^()9 ^NHC0 2 Bn 




10 



Selon un objectif synthetique proche, Sakai et al. (Org. Lett., 1999, 
1, 359) a precedemment utilise un derivetrifluoroacetamide sous forme d' ester active. 
Selon l'invention, la fonction amine du compose 18 est protegee sous forme de 
carbamate ; ce qui permet d' assurer en fin de synthese et en une seule etape, toutes les 
0- et N-deprotections, ainsi que la reduction de la double liaison. L'amidification de 
la sphingosine 6 et la purification du ceramide resultant 7 sont effectuees dans des 

conditions classiques. 

1.3- Sequence C : Preparation du D-Galactose perbenzyle 

a-fluore 9 

La sequence reactionnelle decrite dans l'art anterieur par Nicolaou et 
al. (J. Am. Chem. Soc, 1984, 106, 4189) a ete modifiee ( Schema 5). 
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22 rdt 44%, 2 etapes 9 rdt55% 

Schema 5 

L'ajout de resine amberlite acide au cours de la deprotection des 
acetates du d6rive 20 assure une conversion totale et permet un traitement basique 
successif direct pour l'O-benzylation de 21. Dans cette meme reaction reaUsee dans le 
dimethylformamide, l'addition d'une quantite swistcechiometrique d'iodure de 
potassium ameliore considerablement la reaction. Le rendement global de la 
transformation du D-galactose 8 en derive fiuore 9 conformement a ce precede est de 
14%. 

1.4- Sequence D : Obtention de l'a-galactoceramide 3 

Pour la premiere etape de l'O-glycosylation, il est indispensable 
d'introduire dans le milieu reactionnel des microtamis pulverulents preactives. Un 
changement de solvant a du etre opere par rapport aux conditions deja decrites sur ce 
type de couplage (T. Sakai, O. V. Naidenko, H. Iijima, M. Kronenberg, Y. Koezuka, J. 
Med. Chem., 1999, 42, 1836), (Schema 6). Une etape de purification est necessaire a 
ce stade (chromatographie sur silice). 
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0^^() 9 ^NHC0 2 Bn 
HN 



,C 13 H 2 7 




23 



H 2 , Pd/C 



28 



Compost 9 
SnCl 2 /AgC10 4 
Microtamis poudre ^ 
Et 2 0/THF 9/1.5, 4h, 20°C 



.OH 



OBn 



I A )9 .NHC0 2 Bn 

OBb_o 




MeOH, 48h, 20°C 



HN 




23 rdt 15% 



0^^() 9 ^NH 2 




C 13 H 27 



Ci3H 2 7 



3 rdt 85% 



Schema 6 



10 



La deuxieme reaction est conduite sous atmosphere d'hydrogene en 
presence d'un catalyseur palladie. Elle assure la conversion directe en glycoside 3 
cherche. Les problemes de solubilite de ce derive necessitent d'utiliser un gradient de 
melange dichloromethane / methanol pour sa purification sur siUce. 

1.5- Sequence E : Obtention du glycolipide fluorescent 4 
Cette etape finale necessite une simple agitation des deux 
composants 3 et 24 dans la dimethylformamide. 




DMF, 24h, 20°C 




OH 4 rdt 25% 



15 



Schema 7 
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Le produit final cherche 4 est directement purifie par 
chromatographie liquide haute performance (HPLC), (Colonne CI 8, gradient de 
solvant : (methanol/eau). 

2- Evaluation biologique de la sonde fluorescente 4 
5 Testee dans des conditions experimentales similaires k celles 

utilisees pour des a-galactosylceramides, cette sonde montre une activite equivalente 
a celle du compose KEN 7000 decrite par Y. Osman, et ai, Eur. J. Immunol, 2000, 
30, 1919. 

II- DONNEES EXPERIMENTALES : 
10 1- Generalites sur les methodes de separation et 

d* analyse 

Les solvants sont purifies et seches par distillation en presence de 

LiAIR; pour le tetrahydrofurane (THF), de sodium et de benzophenone pour Tether 

diethylique (Et20), en presence de pentachlorure de phosphore pour le 
15 dichloromethane (CH2C12), en presence d'hydrure de calcium pour le methanol, 

Pacetonitrile et le toluene. 

Les chromatographies sur couche mince (CCM) sont realisees sur 

plaques de silicagel de 0,2 mm d'epaisseur 60-F-254 (Merck, Art. 5554), puis 

observees sous la lumiere U.V. et revelees par une solution de Dragendorff (en 
20 associant eventuellement un traitement acide pour les composes amines) ou par une 

solution de permanganate de potassium. 

Les separations preparatives sont realisees en suivant des techniques 

de chromatographie eclair, sous moyenne pression sur des colonnes de silice Kieselgel 

60 (230400 Mesh, Merck). 
25 Les spectres infrarouges (IR) sont enregistres sur un appareil Nicolet 

205 a transformee de Fourier. Les echantillons sont deposes en film sur plaque de 

NaCl. 

Les spectres de masse (SM) par ionisation chimique ont ete obtenus 
a Taide d'un spectrometre NERMAG® R10-10, le gaz reactif etant rammoniac. 
30 Les spectres RMN du *H sont enregistres sur un appareil 

BRUKER® AC-300P (300,13 MHz). Les deplacements chimiques 5 sont exprimes 
par rapport au tetxamethylsilane (TMS). 
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Les spectres RMN du 13 C sont enregistres sur le meme appareil 
(75,43 MHz). Les deplacements chimiques 5 sont exprimes par rapport au 
chlorofoime deutere (77,14 ppm). 

Les analyses et purifications par HPLC ont ete realisees sur des 
5 appareils Waters 2690 et 996 (separation module et photodiode array detector). 

2- Modes operatoires et donnees spectrales 

L'ensemble des donnees spectrales correspondant a T aldehyde 12, a 
la D-erytfjrosphingosine 6, a Ta/jpftafluorogalactose perbenzyle 9 et a leurs 
precurseurs sont similaires a celles decrites dans la litterature. Ne seront presentes ici 
10 que les composes entierement originaux. 

2.1- Preparation de T amino acide N-protege 1 

10 g (49,75 nimol) d'acide 11-amino-undecanoique 16 et 4,25 g (25 
mmol) de chloroformiate de benzyle sont ajoutes a 200 mL de dichloromethane. Le 
melange est laisse sous agitation a reflux du solvant pendant une nuit Apres 
15 Evaporation du solvant, le produit brut est purifie sur colonne de silice (eluant : 
cyclohexane 50% - AcOEt 50%) pour conduire a 2.5g de carbamate 17 pur sous forme 
d'un solide blanc (rendement 15%). 

RMN l K (5, CDC1 3 ) : 1,15-1,6 (m, 16H), 2,28 (t, J=7,5Hz, 2H, H-2), 
3,12 (q, J=6,3Hz, 2H, H-ll), 4,62 (s, 2H, OCH 2 Ph, 5,05 (s, 1H, NH), 7,20-7,45 (m, 
20 5H,Ph). 

RMN l3 G (5, CDCI3) : 24,7 ; 26,7 ; 29,0 - 29,3 ; 29,8 ; 34,0 ; 41,2 ; 
66,7 (CH 2 ) ; 127,0 - 128,4 (CH) ; 136,5 (Cq) ; 156,5 (Cq) ; 178,1 (Cq). 

2.2- Preparation de Tester active 18 

A une solution de 2,5g (7,46 mmol) de carbamate 17 dans 90 mL de 
25 dichloromethane sont ajoutes Ig (7,46 mmol) de ^-nitrophenol, 1,54 g (7,46 mmol) de 
dicyclohexylcarbodiimide et 30 mg de dimethylaminopyridine. Le melange est laisse 
sous agitation pendant 24 heures a temperature ambiante. Apres evaporation du 
solvant, le produit brut est purifie par chromatographic eclair sur colonne de silice 
(eluant : melange cyclohexane / acetate d'ethyle : 70/30) pour conduire a Tester active 
30 18 pur sous forme de solide blanc (1,6 g, rendement 47 %). 
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RMN ! H (5, CDC1 3 ) : 1,15-1,60 (m, 16H), 2,55 (t, J=7,5 Hz, 2H, H- 
2), 3,12 (q, J=6,3 Hz, 2H, H-ll), 4,95 (s large, 1H, NH), 5,10 (s, 2H, OCH 2 Ph), 7,20 
(d, J=9,l Hz, 2H, arom.), 7,30 (m, 5H, arom.), 8,20 (d, J=9,lHz, 2H, arom.). 

RMN 13 C (5, CDCI3) : 24,4 ; 26,6 ; 28,9 - 29,3 ; 29,8 ; 34,2 ; 41,0 ; 
66,4 (CH 2 ) ; 122,3 ; 125,0, 127,9, 128,4 (CH) ; 136,7 ; 145,1 ; 155,4 (Cq) ; 156,5 
(Cq); 171,2 (Cq). 

2.3- Preparation du ceramide 7 

A une solution de 1 10 mg (0,37 mmol) de sphingosine 6 et 170 mg 
(0,37 mmol) d' ester active 18 dans 15 mL de THF sont additionnes 5 mg de 
dimethylaminopyridine. Le melange est laisse sous agitation a temperature 
ambiante pendant 48h. Apres Evaporation du solvant, le produit brut est purifie 
par chromatographie eclair sur colonne de silice (eluant : melange 
dichloromethane/methanol 95 / 5) pour conduire au ceramide 7 pur sous forme de cire 
blanche (160 mg, rendement 70%). 

SM(IC):617 

RMN l H (5, CDCI3) : 0,90 (t, J=6 Hz, 3H, Me), 1,2 - 1,65 (m, 30H), 
1,80 (m, 1H, OH), 2,07 (q, J=7 Hz, 2H, H-6), 2,25 (t, J=7,5 Hz, 2H), 3,10 (m, 1H, 
OH), 3,18 (q, J=6,5 Hz, 2H), 3,7 (m, 1H), 3,95 (m, 2H), 4,30 (m, 1H), 4,80 (m, 1H, 
NH), 5,11 (s, 2H), 5,52 (dd, J=15,3 ; 6,4 Hz, 1H), 5,75 (dt, J=15,3 ; 6,6 Hz, 1H), 6,35 
(d, J=7 Hz, 1H, NH), 7,35 (m, 5H, arom.). 

RMN 13 C (5, CDCI3) : 14,2 (CH 3 ) ; 22,8'; 25,7 ; 26,7 ; 29,2 ; 29,7 ; 
30,0 ; 32,0 ; 32,4 ; 36,9 ; 41,2 (CH 2 ) ; 54,7 (CH) ; 62,6 (CH) ; 66,7 (CH 2 ) ; 74,6 
(CH 2 ) ; 127,2 (CH) ; 128,6-128,9 (CH arom.) ; 134,2 (CH) ; 156,5 (Cq) ; 174,1 (Cq). 



Analyse elementaire pour C37H64N 2 0s ; 



% 


C 


H 


N 


Calculee 


72,04 


10,46 


4,54 


Trouvee 


71,91 


10,67 


4,38 



2.4- Preparation de V a-galactosyl-ceramide protege 23 

A 3 ml d' ether diethylique firaichement distilles et places sous argon 
sont ajoutes 80 mg (0,15 mmol) du glycoside fluore 9 puis 350 mg de microtamis 4 A 
prealablement actives. Sont ensuite introduits 60,5 mg (0,30 mmol) de perchlorate 
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d' argent, 55,4 mg (0,30 mmol) de chlorure d'etain puis 60 mg (0,097 mmol) de 
ceramide 7 dans 3,5 mL d'un melange Et 2 0 / THF (3/0,5). Le melange est laisse sous 
agitation pendant 4 heures a temperature ambiante puis dilue avec 10 ml d'acetone. 
Apres 15 minutes d' agitation, le milieu reactionnel est filtre sur celite. Apres 
5 evaporation du solvant, le produit brut est purifie par chromatographic eclair sur 
colonne de silice (eluant : melange cyclohexane/acetate d'ethyle 80/20) pour conduire 
au compose 23 pur sous forme de cire blanche (30 mg, rendement 27%). 

RMN l U (5, CDC1 3 ) : 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, Me), 1,20 - 1,60 (m, 
42H), 1,95 (m, 2H), 2,12 (td, J=7,4 ; 2,4 Hz, 2H), 3,17 (q, J=6,6 Hz, 2H), 3,50 (m, 
10 2H), 3,68 (dd, J=10,5 ; 3,8 Hz, 1H), 3,75 - 3,88 (m, 3H), 3,95 (m, 2H), 4,03 (dd, 
J=9,9 ; 3,6 Hz, 1H), 4,13 (m, 1H), 4,35 ; 4,45 (2d, J-11,7 Hz, 2H), 4,55 ; 4,90 (2d, 
J-11,4 Hz, 2H), 4,20 ; 4,85 (2d, J=ll,l Hz, 2H), 4,73 (m, 3H), 5,10 (s, 2H), 5,42 (dd, 
J-15,4 ; 5,4 Hz, 1H), 5,66 (dt, J=16,4 ; 6,7 Hz, 1H), 6,38 (d, J=8,l Hz, 1H, NH), 7,30 
(m, 5H, arom.). 

15 RMN I3 C (5, CDCI3) : 14,2 (Me) ; 22,8 ; 25,7 ; 26,7 ; 29,2-29,9 ; 

31,9 ; 32,4 ; 36,7 ; 41,1 (CH 2 ) ; 52,8 (CH) ; 66,7 (CH 2 ) ; 68,7 (CH 2 ) ; 69,1 (CH 2 ) ; 
69,8 (CH) ; 72,7 ; 73,4 ; 74,0 ; 74,5 (CH 2 ) ; 74,2 ; 74,8 (CH) ; 75,9 ; 79,3 ; 99,1 (CH) ; 
127,4-128,5 (CH arom.) ; 129,2 (CH ene) ; 133,0 (CH ene) ; 136,7 ; 137,7 ; 138,1 ; 
138,4 ; 138,5 (Cq) ; 156,4 (Cq) ; 173,2 (Cq). 

20 2.5- Preparation de V a-galactosyl-ceramide 3 

Une solution de l'a-galactosylceramide 23 (30 mg, 0,046 mmol) est 
preparee a partir d'un melange de 4 ml de methanol et de 2 ml de tetrahydrofurane. 
Apres addition de 30 mg de palladium sur charbon a 5 %, le melange est agite 3 jours 
a temperature ambiante sous atmosphere d'hydrogene. Le milieu reactionnel est 
25 ensuite filti*e sur celite et le residu solide lave avec du chloroforme. Apres distillation 
des solvants, le produit brut est purifie par chromatographic eclair sur silice (melange 
dichloromethane/methanol 98/2 puis melange 95/5). Le compose 3 est ainsi obtenu 
pur sous forme d'une cire blanche (16 mg, rendement 85 %). 
MS (IC) 647 

30 RMN l H (5, CD3OD) : 0,8 (t, 3H, Me), 1,1 1-1,61 (m, 44H), 2,05 (m, 

2H), 2,70 (m, 2H), 3,5-3,85 (m, 10H), 4,8 (d, J=3 Hz, 1H), 7,2 (d, J=8 Hz, 1H, NH). 
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RMN 13 C (8, CD 3 OD) : 24,2 (CH 3 ) ; 27,0 - 32,4 ; (CH 2 ) ; 37,7 . 
(CH 2 ) ; 41,2 (CH) ; 48,3 (CH 2 ) ; 55,S (CH) ; 63,2 (CH 2 ) ; 68,7 (CH 2 ) ; 70,7-72,8 ; 
101,6 (CH) ; 176,6 (Cq). 



ml de dimethylformamide (DMF). Apres introduction de Tester active 24 (5 mg, 
0,01 1 mmol dissous dans 0,2 m de DMF), le melange est agitg pendant 36 heures sous 
atmosphere inerte. Apres evaporation du solvant, le produit brut est purine 
directement par chromatographie liquide haute performance, (colorme Novapak® 
10 CI 8, methanol puis gradient methanol/eau, 80/20). On isole ainsi 2,5 mg d'un solide 
rouge (rendement 25 %) qui doit etre conserve au froid (-20°C) et a l'abri de la 
lumiere. 



15 C 4 9H830 9 N4F 2 BNa 

RMN *H (8, CD3OD) : 0,8 (t, JM6 Hz, 3H, Me), 1, 20-1,60 (3m, 
44H), 2,15 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,50 (s, 3H), 2,60 (m, 2H), 3,05-3,15 (m, 2H), 3,40- 
3,90 ( 5m, SH), 6,20 (s large, 1H), 6,30 (s large, 1H), 7,0 (s large, 1H), 7,40 (s large, 
1H). 

20 III- Mise en evidence de Factivite biologique du produit 

fluorescent q-galactosylceramide 4 

3.1 Materiel et methodes 

Les souris C57BL/6 utilisees sont agees de 6 a 8 semaines et sont 
fournies par IFFA-Credo (L' Arbresle, France). 
25 La sonde fluorescente a-galactosylceramide 4 (1, 5, 10 ou 50 [ig 

dans 150 ml d'une solution PBS 0,025% Tv/een® 20) ou le vehicule seul (PBS 
0,025% Tween® 20) sont injectes par voie intraperitoneale. Les souris sont sacrifiees 
1 5 heures apres Tinjection. 

Preparation des suspensions cellulaires : 



5 



2-6- Preparation de Ta-galactosyl-ceramide-BODIPY® 4 

7 mg (0,011 mmol) d' a-galactosyl-ceramide 3 sont dissous dans 0,5 



MS(FAB)M+23:943 



Masse exacte, Analyse Haute Resolution 943,6107 pour 
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EUes sont preparees a partir du foie des souris injectees. Les cellules 
du foie sont resuspendues dans une solution isotonique de Percoll a 80 % (Pharmacia, 
Uppsala, Suede) puis sont recouvertes avec une solution isotonique de Percoll a 40 %. 

Une centrifugation pendant 20 minutes a 3000 tours/min peimet de 
5 concentrer les cellules mononucleees a 1'interface 40-80 %. Les cellules collectees 
sont enfin lavees une fois avec une solution de PBS. 

Marquage et analyse en cytometric de flux : 

Les anticorps sont fourais par PharMingen (San Diego, CA, USA). 
Les cellules sont pre-incubees pendant 10 minutes avec des anticorps anti-FCyin/ir 
10 (Fcblock, 2.4G2), puis elles sont exposees pendant 15 minutes aux anticorps anti- 
TCRap-FITC (H57-597) et NK1.1-PE (PK136). Apres un lavage les cellules sont re- 
suspendues dans une solution de PBS et analysees par cytometrie de flux au moyeri 
d'un appareil FACS Calibur® BD Becton Dickinson 5San Jose, CA, USA). 

Resultats : 

15 La proportion relative de lymphocytes NK1.1* et TCRccP* du foie 

est evaluee par analyse en cytometrie de flux : 

• souris temoin : 23,65 ± 10,26 

• souris traitee : 1,13 ± 0,54 

Aucune difference significative n'est trouvee entre les proportions 
20 relatives de ces lymphocytes (NK1.1* et TCRaP*) preparees a partir des souris 
traitees par 1, 5 ou 10 jig de la sonde fluorescente 4. 

Tout d'abord, Tactivite biologique de la molecule 
a-galactosylceramide^ a ete testee in vivo et comparee a celle du produit KRN 7000 1 
dont la structure est representee sur la Figure 1 . En tant que reactif pour Tactivation in 
25 vivo des cellules NKT, le temoin (KRN 7000 1) est habituellement injecte intra- 
p6ritonealement sous forme d'une suspension dans 0,5% de Tween® 20 (polysorbate) 
dans le PBS. Ce test est fonde sur la propriete qu'ont les a-galactosylceramides a 
induire l'apoptose des cellules NKT de foie et de rate, restreintes par la molecule 
CDldl, dans les heures qui suivent Tinjection intraperitoneale. 
30 3.2 Influence du KRN 7000 1 et du a-galactosylceramide 

BODIPY® 4 sur le nombre des cellules NKT 
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1, 5 ou 10 |ig du derive a-galactosylceramide fluorescent 4 a ete 
injecte intraperitonealement, tandis que des concentrations identiques de KRN 7000 1 
ont ete injectees a titre de controle. Les monocytes du foie ont ete isoles selon la 
methode decrite ci-dessus et analyses a la recherche de cellules NK1.1+ TCR ocp int+ 
5 par analyse en cytometric de flux. 

Les resultats obtenus sont representes sur la Figure 2 annexee sur 
laquelle le nombre de cellules NKT est exprime en fonction de la concentration d'a- 
galactosylceramide fluorescent 4 ou de KRN 7000 1 injectee en jug. 

Ces resultats montrent qu'une quantite injectee aussi faible que 1 jig 
10 de la molecule a-galactosylceramide fluorescente 4 est capable d'induire la disparition 
de presque toutes les cellules NKT du foie, tout comme le temoin KRN 7000 1. II est 
remarquable que les cellules restantes NK1.1+ TCR a|3 int+ ne sont pas restreintes a 
la molecule CDldl et ne repondent done pas a la definition originale des cellules 
NKT. La molecule a-galactosylceramide fluorescente 4 conforme a Tlnvention. 
15 possede done tme activite comparable a celle de KRN 7000 1 dans le test d'apoptose 
in vivo et dans cette gamme de concentrations. 

3.3 Capture des cellules apres injection intra-peritoneale 
Dans un second temps, on a recherche les premieres cellules ayant 
capture le compose fluorescent apres injection intra-peritoneale de 10 pig du compose 
20 a-galactosylceramide fluorescent 4. Les cellules du peritoine ont ete recuperees par 
lavage de la cavite peritoneale et la recherche du compose marque fluorescent a ete 
effectuee. 

Les resultats obtenus sont representes sur la Figure 3 annexee sur 
laquelle est representee la distribution cellulaire et sub-cellulaire du compose a- 
25 galactosylceramide fluorescent 4 dans les macrophages du peritoine. 

Ces resultats montrent qu'une heure apres rinjection presque tous les 
macrophages ont fourni une reponse positive a la recherche de fluorescence ; le 
marquage etant soit constitue de taches discretes- le long de la membrane soit situe 
dans des vesicules dans le cytoplasme. Ces resultats montrent egalement que le 
30 marqueur se lie a un recepteur, et que le complexe migre ensuite vers la membrane ou 
il est absorbe. 
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Des monocytes ont ete recuperes du foie et de la -rate des souris 
auxquelles on avait administre le marqueur a-galactosylceramide fluorescent 4 de 
fa9on intra-peritoneale. Les cellules adherentes et non-adherentes ont ete recuperees 
separement et analysees a la recherche d'un marquage. Aucune cellule marquee n'a pu 
5 etre detectee dans aucun des deux organes. Ceci montre que la molecule 
a-galactosylceramide fluorescente 4 a ete majoritairement capturee par les 
macrophages du peritoine. On peut formuler deux hypotheses expliquant 1'activite 
biologique observee sur le foie soit par le fait qu'une qiiantite undetectable de cette 
molecule echappe a la capture par le peritoine et migre jusqu'au foie et aux organes 
10 peripheriques, soit par le fait que des macrophages ayant absorbe la molecule migrent 
jusqu'au foie ou ils liberent le compose a-galactosylceramide fluorescent 4. Cette 
hypothese est soutenue par Tobservation qui a pu etre faite que des macrophages du 
peritoine laves et reinjectes par voie intraveineuse peuvent induire une activation dans 
ces organes. 

15 3.4 Etude de la capture cellulaire apres injection par voie 

intraveineuse 

Dans un troisieme temps, on a recherche quelles etaient les cellules 
susceptibles de capturer le compose a-galactosylceramide fluorescent 4 apres 
injection intraveineuse de 50 |ug de ce produit chez des souris. Les monocytes du foie 

20 et de la rate ont ete isoles une heure apres rinjection et les cellules adherentes ont ete 
separees des cellules non-adherentes. La fraction des cellules repondant positivement 
a ete determinee par cytometrie d f image. Les resultats sont exposes sur la Figure 4. 

Ces resultats montrent qu'environ 10 % des cellules adherentes ont 
donne une reponse positive dans les deux organes avec une localisation sub-cellulaire 

25 similaire a celle observee dans les macrophages du peritoine, Les cellules non- 
adherentes (NK, NKT et les lymphocytes) ont donne une reponse negative : elles 
n'avaient pas absorbe de quantite significative de la molecule marquee. La localisation 
du marqueur fluorescent dans le foie a ete examinee a l'aide d'un microscope a 
fluorescence et de sections congelees contre-marquees a Taide de bleu d'Evans, et 

30 egalement par microscopie confocale en utilisant un contre-marquage a la rhodamine- 
phailoidine-PL Les resultats de ces essais sont exposes sur la Figure 5. 
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Ces resultats montrent qu'aucun marquage des hepatocytes n'a pu 
etre note, de meme qu'aucun marquage des cellules endothelials bordant les 
vaisseaux sanguins. Par leur apparence et leur localisation dans les sinusoides, les 
cellules marquees sont assimilees a des macrophages ou k des cellules adherentes, 
5 pouvant etre des cellules de Kupffer. Le marqueur fluorescent est stocke dans des 
vesicules, de la meme fa9on que dans les macrophages du peritoine, certaines des 
particules etant situees pres du noyau. 

Par consequent, on peut en deduire que le compose a- 
galactosylceramide fluorescent 4 conforme a Tlnvention ne se comporte pas de la 

10 meme fa9on en fonction du mode d f injection employe. Bien qu'une fraction des 
molecules injectees dans le peritoine atteignent le foie (directement ou indirectement 
par Tintermediaire des macrophages), ce qui explique Tactivite biologique observee, la 
plus grande partie du produit injecte dans le peritoine reste stockee dans les 
macrophages du peritoine. 

15 Au contraire, le produit injecte par voie intraveineuse a ete retrouve 

massivement dans les cellules de type cellule de Kuppfer dans le foie et dans les APC 
ou "Antigen Presenting Cells" (cellules dendritiques et probablement macrophages) de 
la rate. 

Finalement, toutes les cellules n'ayant pas ete atteintes par le 
20 compose oc-galactosylceramide fluorescent 4, on peut conclure a Texistence d'une 
specificite dans la capture des composes de type a-galactosylceramides conduisant a 
leur integration en quantites significatives dans les APC. 



25 
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REVENDICATIONS 

1. Derive a-glycosylc6ramide repondant a la formule generate (S-I) 



0 

°\ NH [ 11 1 B-t-KI 



r 



NH 

Su O v X A 




OR 



(S-I) 

dans laquelle : 

- Su represente un residu choisi parmi les glycosides et les derives de glycoside ; 

- X represente un radical alcane di-yle en C1-C30, lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en C r C 2 o Hneaire ou 
ramifie ou un groupement aryle ; 

- Z represente -CH2-CH2- ou -CH=CH- ; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un residu glycoside qui peut etre identique 
ou different du radical Su ; 

- B represente un groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene, et alors x=y=0 ; 
ou B represente un groupement choisi parmi : une simple liaison, un radical 
alkyle, alcenyle ou alcynyle en C1-C30, lineaire, ramifie ou cyclique, 
eventuellement substitue par un ou plusieurs groupements -OH, -NH 2 , halogene, 
-COOH, -CONH2, par un groupement aryle eventuellement substitue ou par un 
groupement heteroaryle, par un heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et un 
ou plusieurs hetero atomes choisis parmi 0, N, S ; un groupement aryle 
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eventuellement substitue ou un groupement heteroaryle, un heterocycle 
comprenant de 5 a 10 chainons et un ou plusieurs hetero atomes choisis parmi 0, 
N, S ; une chaine peptidique ou pseudopeptidique. 

- K represente un groupement pharmacophore . 

2. Derive selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est un a- 

galactosylceramide repondant a la formule generate (I) : 



,OY 4 



, x _ NH _ f JU_ B - r -K] y 




dans laquelle : 

10 - Yx, Y 2 , Y 3 et Y 4 representent un atome d'hydrogene, un groupement benzyle ou un 
monosaccharide ; 

- X represente un radical alcane di-yle en C r C 30 , Uneaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 
15 - y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en C r C 2 o lineaire ou 
ramifie ou un groupement aryle ; 

- Z represente -CH 2 -CH 2 -ou-CH=CH-; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un radical a-galactosyle repondant a la 
20 formule (II) ci-dessous : 



25 
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(ID 

dans laquelle Y,, Y 2 , Y 3 , Y 4 ont les memes definitions que celles indiquees ci- 
dessus dans la formule (I), 
- B represente un groupement choisi parmi : un atome dlrydrogene, et alors x=y=0 ; 
ou B represente un groupement choisi parmi : une simple liaison, un radical 
alkyle, alcenyle ou alcynyle en C-C30, lineaire, ramifie ou cyclique, 
eventuellement substitue par un ou plusieurs groupements -OH, -NH 2 , halogene, 
-COOH, -CONH2, par un groupement aryle eventuellement substitue ou par un 
groupement heteroaryle, par un heterocycle comprenant de 5 a 10 chainons et un 
ou plusieurs hetero atomes choisis parmi O, N, S ; un groupement aryle 
eventuellement substitue ou un groupement heteroaryle, un heterocycle 
comprenant de 5 a 10 chainons et un ou plusieurs hetero atomes choisis parmi O, 
N, S ; une chaine peptidique ou pseudopeptidique. 

- K represente un groupement pharmacophore. 

3. Derive selon la revendication 1, caracterise en ce que x=y=0 et 

B=H et en ce qu'il repond a la formule (S-Ia) : 




X NH 2 



Su- 




OR 



(S-Ia) 
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dans laquelle 

- Su represente un residu choisi parmi les glycosides et les derives de glycoside ; 

- X represente un radical alcane di-yle en d-Cao, lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en Ci-C 20 lineaire ou 
ramifie ou un groupement aryle ; 

- Z represente -CH2-CH 2 -ou-CH=CH-; 

- R represente un atome d'hydrogene ou un residu glycoside qui peut etre identique 

ou different du radical Su. 

4. Derive selon la revendication 2, caracterise en ce que x=y=0 et 

B=H et en ce qu'il repond a la formule (la) : 



X NH 2 




Z A 



15 



20 



(la) 

dans laquelle : 

Yi, Y 2 , Y 3 et Y 4 represented un atome d'hydrogene, un groupement benzyle ou un 
monosaccharide ; 

X represente un radical alcane di-yle en Ci-C 30 , lineaire ou ramifi6 ou un 
groupement aryle ; 

A represente un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en Ci-C 20 lineaire ou 

ramifie ou un groupement aryle ; 

Z represente -CHr-CHr- ou -CH=CH- ; 

R represente un atome d'hydrogene ou un radical ct-galactosyle repondant a la 
formule (IT) ci-dessous : 



25 
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(II) 

5 dans laquelle Y u Y 2 , Y 3 , Y 4 ont les memes significations que celles indiquees 

ci-dessus dans la formule (la). 

5. Derive selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que dans la formule (S-I) ou dans la formule (I) l'une ou plusieurs 
des conditions ci-dessous sont remplies : 
10 - Yi, Y 2 , Y 3 et Y 4 represented l'atome d'hydrogene ; 

- X represente un radical alcane di-yle, en C 6 -C, 5 , lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

15 - A represente- : un groupement alkyle en C 4 -Ci 5 , lineaire ou ramifie ou un 

groupement aryle ; 

- Z represente -CH 2 -CH 2 - ou -CH=CH- ; 

- R represente unatome d'hydrogene ouun radical a-galactosyle: 



20 



HO 



H 

OH H 



"°N H 



H 




H OH 



\ 



B represente un groupement choisi parmi : l'atome d'hydrogene, et alors x=y=0, ou 
B represente un groupement alkyle ou alcenyle en C r Ci 2 , lineaire ou ramifie. 
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6. Derive selon la revendication 5, caracterise en ce que dans la 
formule (S-I) ou dans la fonnule (I) Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 
remplies : 

- Yi, Y 2 , Y 3 et Y 4 representent l'atome d'hydrogene ; 

5 - X represente un radical alcane di-yle en C 6 -C 15j lineaire ou ramifie; 

- x est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

- A represente : un groupement alkyle en C4-C15, lineaire ou ramifie ; 

- Z represente -CH 2 -CH 2 - ou -CH=CH-; 

10 - R represente un atome dhydrogene ou un radical a-galactosyle ; 

- B represente un groupement choisi parmi : un atome dTiydrogene et alors x=y=0, 
ou B represente un groupement alkyle en Ci-Cn, lineaire ou ramifie. 

7. Derive selon la revendication 6, caracterise en ce que dans la 
fonnule (S-I) ou dans la formule (I) Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 

15 remplies : 

- Y b Y 2 , Y 3 et Y 4 representent l'atome d'hydrogene ; 

- X represente un radical alcane di-yle lineaire en C6-C15 ; 

- x est egal a 1 ; 

- y est un entier egal a 0 ou a 1 ; 

20 - A represente : un groupement alkyle lineaire en C10-C15 ; 

- Z represente -CH 2 -CH 2 - ; 

- R represente un atome d'hydrogene ; 

- B represente uri groupement choisi parmi : un atome d'hydrogene, et alors x=y=0, 
25 ou B represente un groupement alkyle lineaire en CrC6- 

8. Derive selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise 
en ce que dans la formule (S-I) ou dans la formule (I) : 

- y=i; 

- K represente un groupement pharmacophore choisi parmi : le dipyrromethene 
30 difluorure de bore, le nitrobenzoxadiazole, les groupements a fonction azirine, les 

groupements heterocycliques iodes, les groupements radioactifs et les 
groupements dansyle. 
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9. Derive selon la revendication 8, caracterise en ce que dans la 
formule (S-I) ou dans la formule (I) : 

- y=l ; 

- K represent un groupement dipyrromethene difluorure de bore. 

10. Procede de preparation dun derive repondant a la formule (S-I) 
selon la revendication 1 dans laquelle x=l ou y=l, et B*H, ce procede etant 
caracterise en ce que Ton fait reagir un compose repondant a la formule (S-Ia) selon la 
revendication 3, dans laquelle les parametres Su, X, Z et A ont la meme signification 
que celle indiquee dans la formule (S-I), avec un compose repondant a la formule (lb) 
ci-dessous : 



O 

■ [ U 1 B-t-K 



(lb) 

dans laquelle x, y, B. et K ont la meme signification que celle 
indiquee dans la formule (S-I) et T est choisi pour realiser l'alkylation (x=0) ou 
l'acylation (x=l) de la fonction amine fibre de (S-Ia), suivant le schema S-E ci- 
dessous : 




Su — O 



(S-la) 




Z— A 



+ T-rl+B-{-Kl y - 



OR 



(lb) 




Su— O 




Z — A 



OR 



(S-I) 



Schema S-E 

11. Procede de preparation d'un derive repondant a la formule (I) 
selon la revendication 2 dans laquelle x=l ou y=l, et B*H, ce. procede etant 
caracterise en ce que Ton fait reagir un compose repondant a la formule (la) selon la 
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revendication 2, dans laquelle les parametres Yi, Y 2 , Y 3 , Y 4j X, Z et A ont la meme 
signification que celle indiquee dans la fonnule (I), avec un compose repondant a la 
fonnule (lb) ci-dessous : 



-flU-B-fKly 



(lb) 

dans laquelle x, y, B et K ont la meme signification que celle 
indiquee dans la fonnule (I) et T est choisi pour realiser l'alkylation (x=0) ou 
I'acylation (x=l) de la fonction amine libre de (la), suivant le schema E ci-dessous : 



10 



15 



0^ V/* - 




H 



-OH 



W 1A 

hV— o 

H OVJ 




Z— A 



OR 



(I) 



20 



(la) < lb) 

Schema E 

12.Proc6de selon la revendication 10 caracterise en ce que le 
compose repondant a la fonnule (S-Ia), est prepare par un precede comportant au 
moins une etape au cours de laquelle on fait reagir un a-glycoside repondant a la 
fonnule (S-IIt) dans laqueUe Su a la meme signification que dans la fonnule (S-I), 
avec un ceramide repondant a la fonnule (IV) dans laquelle Y' 5 represente un 
groupement protecteur des amines ; Z represente le groupement -CH=CH- ou -CH 2 - 
CH 2 - ; X et A ont la m6me definition que dans la fonnule (S-I), cette etape de 
couplage etant suivie par une etape de deprotection des groupements fonctionnels 
selon le schema S-D : 
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Su-F + HO 



(S-lll) 0V) 



46 



-NHY' 5 °^^ X — NHY 

NH NH 
: couplage 

—A Su— 0 J- 7 A 




5 





OH {S .v) 0R 



dSprotection 




X — NH 2 



NH 



Su — O 




OR 



(S-la) 



Schema S-D 



13.Procede selon la revendication 11 caract6rise en ce que le 
compose repondant a la formule (la), est prepare par un procede comportant au moins 
une etape au cours de laquelle on fait reagir un a-galactoside repondant a la formule 
(HI) dans laquelle Y'i, Y' 2 , Y' 3 et T 4 representent un groupement protecteur des 
hydroxyle ou un monosaccharide protege par des groupements protectees appropries, 
avec un c6ramide repondant a la formule (IV) dans laquelle Y' 5 represente un 
groupement protecteur des amines ; Z represente le groupement -CH=CH- ou -CH 2 - 
CH 2 - ; X et A ont la mSme definition que dans la fonnule (I), cette etape de couplage 
etant suivie par une etape de deprotection des groupements fonctionnels selon le 
schema D : 
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,x — NHr 5 



or 3> 



NH 



H 

or 2 H 



-OH 



couplage 




+ HO 




Z — A 



h .or, 

(III) 



OH 

OV). 



Qv ,x — NHT 5 




(V) OR 



dfeprotection 




Schema D 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Y u Y 2 , 
YV*, Y' 4 et Y 5 sont choisis de fa9on a pouvoir etre otes simultanement en une seule 

5 etape. 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Y'i, Y2, 
Y' 3 , Y" 4 et Y' 5 , sont choisis parmi les groupements benzyle et benzyloxycarbonyle. 

1 6. Produit repondant a la formule (IV) : 

°>x NHV 5 



NH 



HO 




Z A 



OH 



(IV) 



10 dans laquelle : 

- A represente : un atome d'hydrogene ; un groupement alkyle en C1-C20, lineaire ou 
ramify ou un groupement aryle ; 
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- X represente un, radical alcane di-yle, en C1-C30, lineaire ou ramifie ou un 
groupement aryle ; 

- Z represente -CH=CH-; 

- Y'5 est un groupement benzyloxycarbonyle. 

5 .17. Produit selon la revendication 16, caracterise en ce que : 

- A represente : un groupement alkyle lineaire en C10-C15 ; 

- X represente un radical alcane di-yle lineaire en Q-C15 ; 

- Z represente -CH=CH-; 

Y5 represente un groupement benzyloxycarbonyle. 
10 18. Procede selon la revendication 12 ou la revendication 13, 

caracterise en ce que le produit repondant a la formule (TV) est prepare par reaction 
d'un derive active repondant a la formule (VI) dans laquelle W represente un groupe 
activateur avec un analogue ou un derive de la D-erythro-sphingosine repondant a la 
formule (VII) ou avec la D-erythro-sphingosine, suivant le schema B ci-dessous : 

Sp^ X NHrs 

NH 2 .NH 
W U X NHY's + HO ^\ / Z A *~ H0 





OH OH 
(VI) (VII) (IV) . 

Schema B 

dans lequel X, Y's, Z et A ont la meme definition que dans la formule (TV). 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que le 
compose repondant a la formule (Vila), est obtenu par reaction d f un iminoester 
20 repondant a la formule (VIII) dans laquelle le radical R' represente un radical ethyle et 
R" represente un radical ethyle ou isopropyle avec l'aldehyde repondant a la formule 
(IX) via une reaction d'aldolisation pour donner le compose (X) puis que Timine (X) 
est ensuite hydrolysee en amine (XI) et la fonction ester de (XI) est reduite en alcool 
(VII) suivant le schema A ci-dessous : 
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NH 2 



NH 2 





R-OOC 



(Vila) (XI) 

Schema A 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que le 
compose r6pondant a la formule (VIII) est prepare par reaction de la (+)- 
hydroxypinanone avec l'amino-2 acetate d'ethyle, en presence de BF 3 Et 2 0 dans un 
solvant aromatique, de preference au reflux du solvant, conformdment au schema de 
synthese F ci-dessous : 



10 



15 




NH 2 CH 2 C02R' 
BF 3 Et 2 0 



H. 




COOR' 



(VIII) 
Schema F 

dans lequel R' represente un radical ethyle. 

21. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que le 
compose repondant a la formule (IX) est prepare par reaction du compose (XII) par du 
triethylphosphonoacetate d'ethyle en presence d'un hydrure mixte de Hthium et de 
bore, dans un solvant anhydre, pour donner Tester (XHI), qui est ensuite soumis a un 
double traitement : a) une reduction en alcool par traitement au DIBAH, puis b) 
oxydation en aldehyde par le chlorochromate de pyridinium, suivant le schema de 
synthese G d6crit ci-dessous : 



10 
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OHC A EtOOC 



OHC* 



(XII) (XIII) (IX) 

Schema G 

22. Composition phannaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend au nioins un compos6 repondant a la foimule (S-I) selon la revendication 1 
dans un support pharmaceutiquement acceptable. 

23. Composition phannaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un compose repondant a la formule (I) selon la revendication 2 
dans un support pharmaceutiquement acceptable. 



24. Utilisation d'un compose de formule (S-I) ou de formule (I) 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, pour la preparation d'un medicament 
destine a la regulation de l'activite des lymphocytes NKT. . 

25. Utilisation d'un compose de formule (S-I) ou de formule (I) 
15 selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, pour la preparation d'un medicament 

destine au traitement ou a la prevention d'une maladie qui peut etre choisie parmi les 
maladies auto-immunes, le cancer, les maladies infectieuses, le diabete, notamment le 
diabete de type 1, les maladies inflammatoires chroniques et aigues. 

26. Utilisation selon la revendication 25, caracterisee en ce que le 
20 medicament est destine au traitement d'une maladie choisie parmi : 1'arthrite, 

1'atherosclerose, le lupus erythemateux, la thyroi'dite d'Hashimoto, la sclerose en 
plaques, et le diabete auto-immun. 

27. Reactif pour 1'evaluation in vitro de l'activite des lymphocytes 
NKT, caracterise en qu'il renferme au moins un compose de formule (S-I) ou de 

25 formule (I) selon Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

28. Utilisation d'un reactif selon la revendication 27, pour la 
realisation, in vitro, d'un test devaluation de l'activite des lymphocytes NKT. 

29. Utilisation selon la revendication 28, caracterisee par le fait que 
ledit test comprend les etapes suivantes : 
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- la preparation de suspensions cellulaires h6patiques ou spleniques a 

partir.d'un mammifere, 

- l'introduction d'un compose de formule (S-I) ou (I) dans cet 

echantillon de cellules, 

5 - revaluation de Tactivite des composes de formule (S-I). ou (I) par 

mesure de Tapoptose des lymphocytes NKT hepatiques ou spleniques. 

30. Utilisation selon la revendication 28 ou 29, pour effectuer le tri 
de produits actifs dans la modulation de Tactivite lymphocytaire. 

31. Kit pour la mise en ceuvre d'un test in vitro devaluation de 
10 Tactivite des lymphocytes NKT, caracterise en ce qu'il comporte au moins un compose 

de formule (S-I) ou (I) selon Tune quelconque des revendications 1 a 9. 



WO 03/093287 



1/5 



PCT/FR03/01362 




OH 
AGL-597 3 



Figure I. 



WO 03/093287 



2/5 



PCT/FR03/01362 



2 





33% 

.'if'" ' ' 


In ' ' J *' U, I 4 


...,lllL ^',.11,1, , 1 



• : V: :/ .'J* 



34% 



10 u 



10 



10 u 



10' 



10' 



1? 




10' 



10* 



NT 



0.6% 



10 1 10' 



10" 



10* 1 



TCRP 



Figure 2 



WO 03/093287 PCT/FR03/01362 

3/5 




Figure 3 
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